Regulation of Brain-Specific Transcription of the Mouse Myelin Basic protein Gene ; Function of the NF I-Binding Site in the Distal Promoter by アオヤマ, アツオ & 青山, 淳夫
Osaka University
Title
Regulation of Brain-Specific Transcription of the Mouse
Myelin Basic protein Gene ; Function of the NF I-Binding Site
in the Distal Promoter
Author(s)青山, 淳夫
Citation
Issue Date
Text Versionnone
URL http://hdl.handle.net/11094/37095
DOI
Rights
< 1 >
あお やま あつ お
氏名・(本籍) 青 山 ，守L 夫
学位の種類 医 A子主4 博 士
学位記番号 第 906 5 τEコ7 
学位授与の日付 平成 2 年 3 月 24 日
学位授与の要件 医学研究科生理系専攻
学位規則第 5 条第 1 項該当
学位論文題目 Reg u I at i on of Bra i n-Spec i f icTranscr i pt ion of the 
Mouse Myelin Basic protein Gene; Function of the 
NF I-Binding Site in the Distal Promoter 
(ミエリン塩基性蛋白質遺伝子の組織特異的転写調節領域の
解析)
論文審査委員
理一一日I、制
mpf
、一口回
御子柴克彦
中田篤男 教授 羽倉 ??? ? ?
論文内容の要旨
〔目的〕
ミエリン塩基性蛋白質 CMBP) は，神経軸索を取り囲むミエリンの主要構成蛋白質の一つで、あるo 中
枢神経系において1 MBP の産生はオリゴデンドロサイトに限られており 9 その発現は転写レベ、ノレで制御
されている。乙のようにMBP遺伝子は脳特異的遺伝子発現の研究に格好の特徴をそなえているにもかか
わらず，その転写調節領域を解析する in vivo の検出系がトランスジェニックマウスに限られるなどの
制約から研究が立ち遅れていた。と乙ろが最近になり 1 in vivo の発現を反映する脳特異的無細胞転写
系が確立され，研究の糸口が開かれた。本研究では，乙の無細胞転写系を用いてMBP遺伝子の脳特異的
転写要素を解析するとともに，その要素に結合し転写の調節にはたらく因子についても検討した。
〔方法ならびに成績〕
変異DNAを用いた転写調節領域の解析 従来の研究で組織特異的転写要素が含まれている乙とが示唆
されたマウスMBP遺伝子のー253から +62の塩基配列をもっ pBP253 を， B A L 3 1 消化または in
vi tro mutagenesis により改変し，種々の欠失変異体および点突然変異体を作成した。乙れらの変異
体を鋳型として マウス脳核抽出液ならびにヲット肝核抽出液を用いた無細胞転写をお乙なった。
-139 からー 118への欠失は，脳抽出液で著しい転写の低下にはたらき，肝抽出液ではほとんど影警を
及ぼさなかった。また、 -115 fL:塩基置換をもっ変異体は脳抽出液でのみ有意に転写活性が低く，- 109 
での点突然変異体も脳抽出液のみで僅かな転写活性の滅少を示した。乙れらの結果から; -139から -109
付近にMBP遺伝子の組織特異的転写要素が存在する乙とが明らかとなった。
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フットプリント法による DNA結合因子の解析 ー 139 からー 109 の領域を含む 5 '一端標識ブ。ロープを
作成し DNase 1 フットプリントを調べた。 -130 から -81にかけて強いフットプリントが脳抽出液および
肝抽出液でみられた。乙の約50塩基対にわたるフットプリントは競合実験の結果から 3 つの領域に分けら
れた。それぞれのフットプリント領域の塩基配列から， -130 から一111 にかけてはNFI 様因子が結合
し， -92からー84には Spl因子が結合している乙とが考えられた。 -110 から -97~ζ結合する因子に関し
てはM1 と命名した。
N F 1 プロープを用いたゲルシフト法 一127 からー 110 の塩基配列をもっNFI プローブを用いてゲル
シフトアッセイをお乙なった。脳抽出液，肝抽出液のどちらを用いても広がりのあるバンド群が検出され
たが，脳抽出液により生じたバンドは相対的に遅く移動するものが多かった。乙の違いは，両抽出液中の
NFI 様因子構成の違いにより生じたと考えられる。
メチノレ化干渉法による結合様式の解析 ゲノレシフト法に用いたと同じプローブの 5 '一端のみを標識後，
部分的にメチノレ化したブ。ロープを作成した。乙のプローブと脳および肝抽出液を混和し結合に対する影響
を調べた。肝抽出液では， codjng鎖で 3 つ， non-codjng 鎖でも 3 つのGが結合に関与していた。
脳抽出液では，乙れらに加え， codj ng鎖の -116 とー 112 のG ， non-codjng 鎖のー117 のG も NF
I 様因子との結合に寄与していた。脳抽出液でのみ有意な結合への関与が認められたG は NFI 結合部位
の下流側に集中していた。したがって，脳あるいは肝抽出液中に存在する NFI 様因子と DNA との結合
様式は認識部位の下流側半分で異なる乙とが明らかとなった。
〔総括〕
マウスMBP遺伝子の 5' 一上流-127 からー110 の領域にはNFI 結合部位が存在する。本研究では，
脳特異的無細胞転写系を用いた転写実験iとより，乙のNFI 結合部位の下流側半分周辺一115 からー107
~LMBP遺伝子の組織特異的転写を促進する塩基配列を見出した。さらに，種々の結合実験からNFI 様
因子が乙の領域に脳特異的に結合しているしている乙とを明らかにした。 NFI 因子は，従来組織特異性
を示さない複製および転写因子と考えられてきたが，近年，同族の因子の中に組織特異性を有するものが
肝細胞などから見つかった。本研究は，脳組織においても特異的なNFI 様因子が存在するととを明らか
にしたものである。また， NF 1 因子の対称な結合部位のうち，下流側半分のみが組織特異的発現に関与
しているという発見は， N F 1 結合配列の上流側と下流側の部位の機能的なちがいを示唆している。
論文の審査結果の要旨
中枢神経系は多様な細胞群が秩序だった相互作用をするととにより成立している巨大なネットワークで
それを構成する個々の細胞は分化段階に応じて特異的な分子を発現する乙とにより自己の特徴付けを行っ
ている。従って，神経系の構築過程を解明するためには，細胞特異的に発現している個々の分子の生成機構
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をつぶさに明らかにする必要がある。乙うした観点に立ち，本論文では，晴乳類中枢神経系において，
ミエリン形成にあずかるオリゴデンドロサイトで特異的に発現するマウスミエリン塩基性蛋白質(MBP)
遺伝子の組織特異的転写調節領域の同定と，その領域lζ結合する転写調節因子の解析を行っている。
MBP遺伝子は，その細胞特異的な発現が転写段階で調節されており，組織特異的な転写調節機構の研究
に格好の材料であるにもかかわらず， i n vivo の検出系がトランスジェニックマウスに限られる等の理
由により研究が立ち遅れていた。本論文では，脳特異的な無細胞転写系を確立することにより検出系の問
題を解決し， MBP遺伝子の 5 '一上流域内に存在する nuclear factorl (NF 1 )結合部位の下流
側のコア付近が組織特異的な転写活性化領域である乙とを見いだした。さらに，脳核抽出液中には他の組
織とは異なるNFI 様因子が含まれており，乙の因子が固有の結合様式でNFI 結合部位の下流側のコア
と相互作用している乙ともあきらかにした。本研究の成果は，脳特異的なNFI 様因子の存在とNFI 結
合部位の非対称な機能を初めて明らかにした点において，脳神経系特異的に発現する遺伝子の転写調節機
構の解明 lζ格段の進展をもたらすとともにヲ発生分化に伴う神経系の構築過程の解明に重要な知見を提供
している。従って，本論文は医学博士の博士論文として十分価値あるものと認める。
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